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跑台运动对胰岛素抵抗小鼠骨骼肌自噬
及 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号通路的影响
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　 　 【摘要】 　 目的 　 观察跑台运动对高脂膳食诱导的胰岛素抵抗( ＩＲ)小鼠自噬及磷脂酰肌醇 ３￣激酶

(ＰＩ３Ｋ) /蛋白激酶 Ｂ(Ａｋｔ) /哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(ｍＴＯＲ)信号通路的影响ꎮ 方法　 选取 ８ 周龄健康雄性

Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠 ２４ 只ꎬ取其中 ８ 只小鼠纳入健康对照组(对照组)ꎬ余 １６ 只小鼠用于建立 ＩＲ 模型ꎮ 对照组小鼠

给予普通膳食喂养ꎬ模型组小鼠采用高脂膳食喂养ꎮ 于造模 １２ 周后采用随机数字表法将制模成功的 １６ 只

ＩＲ 小鼠分为模型安静组(模型组)及跑台运动组(运动组)ꎬ每组 ８ 只小鼠ꎬ其中模型组及运动组小鼠继续给

予高脂膳食喂养ꎬ对照组小鼠则继续给予普通膳食喂养ꎮ 运动组小鼠以 ７５％最大摄氧量(ＶＯ２ｍａｘ)强度进行跑

台运动干预ꎬ持续训练 １２ 周ꎬ对照组及模型组小鼠不进行运动干预ꎮ 于 １２ 周跑台运动结束后ꎬ采用苏木素－
伊红(ＨＥ)染色观察各组小鼠骨骼肌组织病理学改变ꎻ采用酶比色法及酶联免疫吸附法(ＥＬＩＳＡ)检测各组小

鼠血清甘油三酯(ＴＣ)、胆固醇(ＴＧ)含量ꎻ采用蛋白免疫印迹法(ＷＢ)检测各组小鼠骨骼肌组织磷酸化 ＰＩ３Ｋ
(ｐ￣ＰＩ３Ｋ)、磷酸化 Ａｋｔ(ｐ￣Ａｋｔ)、磷酸化 ｍＴＯＲ(ｐ￣ｍＴＯＲ)、自噬微管相关蛋白 １ 轻链 ３￣Ⅱ(ＬＣ３￣Ⅱ)、自噬微管

相关蛋白 １ 轻链 ３￣Ⅰ(ＬＣ３￣Ⅰ)、ＳＱＳＴＭ１ 蛋白(ｐ６２)及自噬效应蛋白 １(Ｂｅｃｌｉｎ￣１)表达变化ꎻ同时采用相关性

分析探讨自噬相关蛋白表达与 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号通路间的相关性ꎮ 结果　 与对照组比较ꎬ模型组小鼠体

重、空腹血糖、血清 ＴＣ 及 ＴＧ 水平均显著增加(Ｐ<０.０５)ꎻＨＥ 染色可见小鼠骨骼肌正常细胞数量明显减少ꎬ横
纹肌模糊或呈现空泡样改变ꎬ细胞核固缩变小ꎬ肌纤维内部间隙增宽、断裂、结构排列紊乱ꎻ骨骼肌组织 ＬＣ３￣
Ⅱ、Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 蛋白表达及 ＬＣ３￣Ⅱ / ＬＣ３￣Ⅰ比值均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬｐ６２、ｐ￣ＰＩ３Ｋ、ｐ￣Ａｋｔ 及 ｐ￣ｍＴＯＲ 蛋白表达均

显著增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 与模型组比较ꎬ运动组小鼠体重、血糖、血清 ＴＧ 及 ＴＣ 水平均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻＨＥ 染

色显示小鼠骨骼肌正常细胞数量明显增多ꎬ横纹肌模糊或空泡样改变明显减少ꎬ组织结构排列紊乱程度明显

减轻ꎻ骨骼肌组织 ＬＣ３￣Ⅱ、ＬＣ３￣Ⅱ / ＬＣ３￣Ⅰ比值及 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 蛋白表达均显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬｐ６２、ｐ￣ＰＩ３Ｋ、ｐ￣Ａｋｔ
及 ｐ￣ｍＴＯＲ 蛋白表达均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 通过相关性分析发现ꎬ各组小鼠骨骼肌 ＬＣ３￣Ⅱ / ＬＣ３￣Ⅰ比值与 ｐ￣
ｍＴＯＲ 蛋白表达具有显著负相关性(Ｐ<０.０５)ꎬＢｅｃｌｉｎ￣１ 与 ｐ￣ＰＩ３Ｋ 及 ｐ￣Ａｋｔ 蛋白表达亦具有显著负相关性(Ｐ<
０.０５)ꎮ 结论　 有氧跑台运动可有效改善高脂膳食诱导的小鼠骨骼肌病理改变及 ＩＲꎬ其作用机制可能与抑制

ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号通路、进而促进自噬活性有关ꎮ
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ｏｘｙｇｅｎ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｄｉｄ ｎｏｔ. Ａｆｔｅｒ １２ ｗｅｅｋｓꎬ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎ (ＨＥ)
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ａｎｙ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅｓ. Ｅｎｚｙｍｅ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｙ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｓｅｒｕｍ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ (ＴＣ) ａｎｄ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ (ＴＧ). Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗａｓ
ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＰＩ３Ｋ (ｐ￣ＰＩ３Ｋ)ꎬ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ Ａｋｔ (ｐ￣Ａｋｔ)ꎬ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
ｍＴＯＲ (ｐ￣ｍＴＯＲ)ꎬ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３￣Ⅱ (ＬＣ３￣Ⅱ)ꎬ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ￣
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ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. (２) Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔꎬ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ＴＧ ａｎｄ ＴＣ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘ￣
ｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙꎬ ｂｌｕｒ￣
ｒｉｎｇ ｏｒ ｖａｃｕｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒｉａｔｅｄ ｍｕｓｃｌｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｅｓｓꎬ ａｎｄ ｄｉｓｏｒｄｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＣ３￣Ⅱꎬ ＬＣ３￣Ⅱ / ＬＣ３￣Ⅰ ａｎｄ Ｂｅｃｌｉｎ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔｌｙꎬ ｏｎ ａｖｅｒａｇｅꎬ ｗｈｉｌｅ ｐ６２ꎬ ｐ￣ＰＩ３Ｋꎬ ｐ￣Ａｋｔ ａｎｄ ｐ￣ｍＴＯＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ. ( ３) ＬＣ３￣Ⅱ /
ＬＣ３￣Ⅰ ｉｎ ｔｈｅ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐ￣ｍＴＯＲꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ￣
１ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐ￣ＰＩ３Ｋ ａｎｄ ｐ￣Ａｋｔ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ａｅｒｏｂｉｃ ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｓ
ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅꎬ ａｔ ｌｅａｓｔ ｉｎ ｍｉｃｅ. Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ
ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｈｉｇｈ￣ｆａｔ ｄｉｅｔꎻ　 Ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｅｘｅｒｃｉｓｅꎻ　 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎻ　 Ａｕｔｏｐｈａｇｙ
Ｆｕｎｄｉｎｇ:２０２４ Ｄｏｍｅｓｔｉｃ Ｖｉｓｉｔｉｎｇ Ｅｎｇｉｎｅｅｒ Ｐｒｏｇｒａｍ ｆｏｒ Ｈｉｇｈｅｒ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｚｈｅｊｉａｎｇ

Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ (ＦＧ２０２４１６９)
ＤＯＩ:１０.３７６０ / ｃｍａ.ｊ.ｃｎ４２１６６６￣２０２５０４２１￣００３５１

　 　 长期高脂膳食可导致胰岛素抵抗( ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓ￣
ｔａｎｃｅꎬＩＲ)ꎬ使靶组织摄取及利用葡萄糖的能力下降ꎬ
机体补偿性增加胰岛素分泌ꎬ出现代偿性高胰岛素血

症ꎬ这也是多种代谢性疾病发生的常见病理机制[１]ꎮ
由于 ＩＲ 发生比较隐匿、早期不易被发现ꎬ随着 ＩＲ 进

展ꎬ诱发 ２ 型糖尿病(ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓꎬＴ２ＤＭ)或
非酒精性脂肪肝病 ( ｎｏｎ￣ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅꎬ
ＮＡＦＬＤ)等代谢性疾病的风险显著增加[２￣３]ꎬ严重威胁

人类健康ꎮ 已有研究发现 ＩＲ 发病机制复杂多样ꎬ可能

涉及炎症、线粒体功能障碍、高胰岛素血症和脂毒性等

方面[４￣７]ꎮ 其中脂毒性是诱导 ＩＲ 发生、发展及诱发

Ｔ２ＤＭ 的重要因素[８]ꎬ而高脂肪膳食及身体活动减少

是诱导脂毒性 ＩＲ、导致 Ｔ２ＤＭ 及 ＮＡＦＬＤ 的重要原因

之一[９]ꎮ 因此ꎬ对于脂毒性诱发 ＩＲ 的预防至关重要ꎮ
骨骼肌(约占体重 ４０％水平)是人体代谢最活跃

的组织之一ꎬ可摄取、氧化机体大量的脂肪酸及葡萄

糖[１０￣１１]ꎮ 但如果大量游离脂肪酸 ( ｆｒｅｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓꎬ
ＦＦＡ)及脂滴诱导的脂质中间体在骨骼肌内沉积ꎬ可抑

制骨骼肌摄取葡萄糖ꎬ导致糖代谢紊乱[１２]ꎮ 相关研究

发现ꎬ与久坐者相比ꎬ运动员在输注甘油三酯期间具有

较高的肌肉葡萄糖转运率及糖原合成率[１３]ꎬ同时运动

也能有效控制肥胖青少年血糖水平[１４]ꎬ但确切机制仍

在探讨ꎮ
自噬作为机体的一种适应性保护机制ꎬ可吞噬多

余、错误折叠或聚集蛋白质、受损细胞器及 ＤＮＡ 等异

常大分子物质ꎬ使其在溶酶体中降解ꎬ实现细胞代谢需

求及细胞器更新ꎬ该机制在糖尿病及肝病预防中发挥

着重要作用[１５￣１６]ꎮ 前期有研究发现ꎬ运动是啮齿类动

物骨骼肌自噬的一种有效诱导剂[１７]ꎻ而磷脂酰肌醇 ３￣
激酶(ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３￣ｈｙｄｒｏｘｙｋｉｎａｓｅꎬＰＩ３Ｋ) /蛋白

激酶 Ｂ(ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＢꎬＡｋｔ) /哺乳动物类雷帕霉素靶

蛋白(ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎꎬｍＴＯＲ)是经典的

自噬活性抑制性信号通路ꎮ 有氧运动能否通过抑制

ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号通路而激活骨骼肌自噬ꎬ并进而

改善 ＩＲ? 目前鲜见报道ꎮ 基于此ꎬ本研究通过观察跑

台运动干预对 ＩＲ 小鼠骨骼肌自噬相关蛋白及 ＰＩ３Ｋ /
Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号通路的影响ꎬ以期为临床优化 ＩＲ 康复

运动处方提供参考依据ꎮ

材料与方法

一、动物与分组

选取 ８ 周龄无特定病原体级( ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ￣

􀅰３１１􀅰中华物理医学与康复杂志 ２０２６ 年 ２ 月第 ４８ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ ＲｅｈａｂｉｌꎬＦｅｂｒｕａｒｙ ２０２６ꎬＶｏｌ. ４８ꎬＮｏ. ２



ｆｒｅｅꎬＳＰＦ)雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠 ２４ 只ꎬ体质量 ２２ ~ ２４ ｇꎬ
均购自上海斯莱克实验动物中心ꎮ 所有实验小鼠均饲
养在杭州师范大学实验动物中心的屏障环境中(饲养
环境符合 ＧＢ１４９２５￣２０１０ 相关标准要求)ꎬ期间小鼠自
由进食和饮水ꎮ 经适应性喂养 １ 周后ꎬ取 ８ 只小鼠给
予普通膳食 (热卡比:脂肪占 １０％ꎬ 碳水化合物占
７０％ꎬ蛋白质占 ２０％)喂养ꎬ并纳入健康对照组(简称
对照组)ꎬ余 １６ 只小鼠给予高脂膳食(热卡比:脂肪占
６０％ꎬ 碳水化合物占 ２０％ꎬ蛋白质占 ２０％)喂养以建立
ＩＲ 模型[１８￣１９]ꎮ 待饲养 １２ 周建模成功后ꎬ采用随机数
字表法将其分为模型安静组(简称模型组)及跑台运
动组(简称运动组)ꎮ 对照组小鼠继续给予普通饲料
喂养ꎬ模型组及运动组小鼠则继续给予高脂膳食喂养ꎮ

二、主要实验仪器及试剂
１.主要实验仪器:包括动物实验跑台(中国北京

产)、ＢｉｏＴｅｋＥｐｏｃｈ 酶标仪(美国产)、ＪＴ￣１２ 型脱水机
(中国武汉产)、ＪＢ￣Ｌ６ 型包埋机(中国武汉产)、Ｌｅｉｃａ
ＲＭ ２０１６ 型轮转式病理切片机(德国产)、奥林巴斯
ＢＸ５３ 型生物显微镜(日本产)、ＤＹＹ￣７Ｃ 型电泳仪(中
国北京产)、ＤＹＣＺ￣２４ＤＮ 型电泳槽(中国北京产)、ＤＹ￣
ＣＺ￣４０ 型电转仪(中国北京产)及 Ｂｉｏ￣ＲａｄＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ

ＸＲＳ＋型化学发光凝胶成像系统(美国产)等ꎮ
２.主要实验试剂:包括胰岛素 ＥＬＩＳＡ 试剂盒(中国

武汉产)、ｐｓｅｒ４７３￣ＡＫＴ 一抗、ｐｓｅｒ２４４８￣ｍＴＯＲ 一抗(美
国产)、ＳＱＳＴＭ１ 蛋白(ｐ６２)一抗(德国产)、ｐ￣ＰＩ３Ｋ 一
抗、自噬微管相关蛋白 １ 轻链 ３￣Ⅱ(ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ￣ａｓｓｏｃｉ￣
ａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １￣ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３￣ⅡꎬＬＣ３￣Ⅱ)一抗、溶酶体相
关膜蛋白 １( ｌｙｓｏｓｏｍａｌ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬ
ＬＡＭＰ１)一抗、Ｂｅｃｌｉｎ１ 一抗、β￣ａｃｔｉｎ 一抗(美国产)、羊
抗兔 ＩｇＧ －辣根过氧化物酶 ( ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬ
ＨＲＰ)标记抗体及羊抗小鼠 ＩｇＧ￣ＨＲＰ 标记抗体(中国
北京产)等ꎮ

三、运动干预
运动组小鼠给予跑台运动干预ꎮ 在正式跑台运动

前ꎬ先进行 ５ ｄ 适应性训练ꎬ第 １ ~ ２ 天跑台速度为
５ ｍ / ｍｉｎꎬ坡度 ０°ꎬ持续运动 １０ ｍｉｎꎻ第 ３ ~ ４ 天跑台速
度为 ８ ｍ / ｍｉｎꎬ坡度 ０°ꎬ持续运动 １０ ｍｉｎꎻ第 ５ 天跑台
速度为 １２ ｍ / ｍｉｎꎬ坡度 ０°ꎬ持续运动 １０ ｍｉｎꎮ 正式训
练时设置跑台速度为 １２ ｍ / ｍｉｎ(属于中等强度有氧运
动)ꎬ坡度 ０°ꎬ每次持续运动 ６０ ｍｉｎꎬ每周运动 ５ ｄꎬ共
连续运动 １２ 周[２０]ꎮ 运动过程中为保证运动强度稳
定ꎬ可采用毛刷刺激小鼠ꎬ使其始终保持在跑道前 １ / ３
区域ꎻ与此同时ꎬ对照组及模型组小鼠则置于静止跑台
上ꎮ

四、样本采集与处理
为避免最后一次运动影响实验结果ꎬ本研究于最

后一次运动结束后 ２４ ｈ 取材ꎮ 取材前ꎬ各组小鼠均禁
食过夜 １２ ｈꎬ然后采用腹腔注射水合氯醛(０.３５ ｍｌ /
１００ ｇ 体重)方式进行麻醉ꎬ经眼眶取血ꎬ静置 ３０ ｍｉｎ
(室温)、低温离心机离心 １０ ｍｉｎ(１２０００ ｒ / ｍｉｎ)后ꎬ将
血清分装入冻存管内ꎬ并置于－８０ ℃冰箱中保存ꎬ用于
血清生化检测ꎮ 待取血完成后ꎬ于冰面上迅速分离腓
肠肌ꎬ左侧腓肠肌经 ４％多聚甲醛固定后用于苏木精－
伊红﹙ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬＨＥ ﹚染色ꎻ右侧腓肠肌经液
氮速冻ꎬ然后移入－８０ ℃冰箱中保存ꎬ用于蛋白质印迹
法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬＷＢ)检测ꎮ

五、生化指标检测
采用雅培越佳型血糖仪检测小鼠血糖水平ꎻ采用

酶比色法检测小鼠血清甘油三酯( ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅꎬＴＧ)及
总胆固醇(ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＴＣ)含量ꎬ以上检测均严格
遵照相应试剂盒说明书进行操作ꎮ

六、腓肠肌病理检测
取各组小鼠腓肠肌组织ꎬ经常规脱水、透明、浸蜡、

包埋后制备石蜡切片ꎮ 切片经脱蜡处理后分别行
Ｈａｒｒｉｓ 氏苏木素染色及 ＨＥ 染色ꎬ然后将切片置入无水
乙醇中脱水ꎬ经二甲苯透明、风干后采用中性树胶封
片ꎮ 于显微镜下观察各组小鼠腓肠肌 ＨＥ 染色情况ꎬ
采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析 ＨＥ 染色切片中异常肌纤维占
比及平均横截面积ꎮ

七、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测
取各组小鼠腓肠肌组织ꎬ将其与裂解液一同置入

加有磁珠的研磨管中研磨、冰上裂解ꎬ经离心(４ ℃ꎬ
１２０００ ｒｐｍ 离心 ５ ｍｉｎ)后取上清液ꎬ采用 ＢＣＡ(ｂｉｃｉｎ￣
ｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄ)法进行蛋白定量ꎬ加热使蛋白变性ꎮ 经
制胶、上样、电泳、转膜、封闭、洗涤[用三羟甲基氨基
甲烷 盐 缓 冲 液 ( ｔｒｉｓ￣ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｗｅｅｎ￣２０ꎬ
ＴＢＳＴ)漂洗 ２ ｍｉｎ]后ꎬ分别加入一抗稀释液 ｐ￣ＰＩ３Ｋ、ｐ￣
ＡＫＴ、ｐ￣ｍＴＯＲ、ｐ６２、ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＡＭＰ１(稀释比均为
１ ∶ １０００)及 β￣ａｃｔｉｎ(稀释比为 １ ∶ ５０００)ꎬ置于 ４ ℃冰
箱内孵育过夜ꎮ 于次日在室温环境下复温 ２０ ~
３０ ｍｉｎꎬ经 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ在室温环境下孵育二抗(稀
释比为 １ ∶ ５０００)１ ｈꎬ经 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ通过凝胶成
像系统进行发光显像ꎬ采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析各蛋白条
带灰度值ꎮ 目标蛋白相对表达量计算公式如下:相对
表达量 ＝目标蛋白灰度值 /内参 β￣ａｃｔｉｎ 蛋白灰度值ꎮ
最后以对照组的相对表达量作为基准进行标准化处
理ꎬ进而得到各组小鼠目标蛋白的相对表达水平ꎮ

八、统计学方法
本研究采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.０ 版统计学软件

包进行处理分析ꎮ 所有数据分别经 Ｓｈａｐｉｒｏ￣Ｗｉｌｋ 检
验、Ｆ 检验及 Ｂｒｏｗｎ￣Ｆｏｒｓｙｔｈｅ 检验均符合正态分布且
方差齐性ꎬ计量数据以(ｘ－±ｓ)表示ꎮ 三组间比较采用
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单因素方差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅꎬｏｎｅ￣ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ)ꎬ然后进行 Ｔｕｋｅｙ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 表示差异
具有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、干预前、后各组小鼠体重比较
干预前ꎬ各组小鼠体重组间差异均无统计学意义

(Ｐ>０.０５)ꎮ 干预后与对照组比较ꎬ发现模型组小鼠体
重显著增加(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组比较ꎬ发现运动组小
鼠体重显著减轻(Ｐ<０.０５)ꎬ具体数据见表 １ꎮ

表 １　 干预前、后各组小鼠体重比较(ｇꎬｘ－±ｓ)

组别 只数 干预前 干预后

对照组 ８ ２１.２７±０.６７ ２５.７６±０.９０
模型组 ８ ２１.３３±０.７６ ３７.２７±２.２６ａ

运动组 ８ ２１.４７±０.６７ ３１.８０±２.０７ｂ

　 　 注:与对照组相同时间点比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组相同时间点比

较ꎬｂＰ<０.０５

二、各组小鼠空腹血糖水平比较
经 １２ 周干预后ꎬ与对照组空腹血糖水平[(４.７９±

０.４９)ｍｍｏｌ / Ｌ]比较ꎬ发现模型组小鼠空腹血糖水平
[(１０.０７±１.０５)ｍｍｏｌ / Ｌ]显著增加(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组
比较ꎬ发现运动组小鼠空腹血糖水平[(７. ４１ ± ０.５０)
ｍｍｏｌ / Ｌ]则显著下降(Ｐ<０.０５)

三、各组小鼠血清 ＴＧ 及 ＴＣ 含量比较
经 １２ 周干预后ꎬ与对照组比较ꎬ发现模型组小鼠

ＴＧ 及 ＴＣ 含量均显著增加(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组比较ꎬ
发现运动组小鼠 ＴＧ 及 ＴＣ 含量均显著降低 ( Ｐ <
０.０５)ꎬ具体数据见表 ２ꎮ

表 ２　 干预后各组小鼠血清 ＴＧ 及 ＴＣ 含量比较(ｍｍｏｌ / Ｌꎬｘ－±ｓ)

组别 只数 ＴＧ 含量 ＴＣ 含量

对照组 ８ ０.７９±０.０６ ４.１２±０.１８
模型组 ８ １.０６±０.１０ａ ９.００±０.４７ａ

运动组 ８ ０.７８±０.０８ｂ ７.５９±０.１９ｂ

　 　 注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５

　 　 四、各组小鼠骨骼肌切片 ＨＥ 染色结果比较
通过对比各组小鼠骨骼肌切片 ＨＥ 染色发现ꎬ对

照组小鼠骨骼肌细胞形态正常、排列整齐ꎬ具有明显横
纹ꎬ胞质红染且均匀ꎬ细胞核位于细胞膜下方ꎬ未见细
胞核增多现象ꎬ也无纤维组织增生及脂褐素沉积ꎻ与对
照组比较ꎬ模型组小鼠的正常形态骨骼肌细胞数量明
显减少ꎬ横纹肌较模糊或呈现空泡样改变ꎬ细胞核固缩
变小ꎬ肌纤维内部间隙增宽、断裂ꎬ结构排列紊乱ꎻ与模
型组比较ꎬ运动组小鼠骨骼肌正常细胞数量明显增多ꎬ
横纹肌模糊或空泡样改变明显减少ꎬ组织结构排列紊
乱程度明显减轻ꎬ具体情况见图 １ꎮ

五、各组小鼠骨骼肌异常肌纤维占比及平均横截
面积比较

与对照组比较ꎬ模型组小鼠骨骼肌平均横截面积
显著减小(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组比较ꎬ运动组小鼠骨骼
肌平均横截面积显著增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 与对照组比较ꎬ
模型组小鼠骨骼肌异常肌纤维占比显著增加 (Ｐ <
０.０５)ꎻ与模型组比较ꎬ运动组小鼠骨骼肌异常肌纤维
占比显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ具体情况见表 ３ꎮ

表 ３　 各组小鼠骨骼肌异常肌纤维占比及肌纤维横截面积

比较(ｘ－±ｓ)

组别 只数
肌纤维横截面积

(μｍ２)
异常肌纤维占比

(％)
对照组 ８ ９３８.４８±９５.７３ １５.２５±４.２１
模型组 ８ ５１２.８８±７５.８９ａ ６８.２５±５.３４ａ

运动组 ８ ７１３.６１±５３.２１ｂ ４５.５９±８.２３ｂ

　 　 注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５

六、各组小鼠骨骼肌自噬相关蛋白表达比较
与对照组比较ꎬ模型组小鼠骨骼肌 Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白表

达显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬｐ６２、ＬＣ３￣Ⅱ、ＬＡＭＰ１ 蛋白表达
及 ＬＣ３￣Ⅱ / ＬＣ３￣Ⅰ比值均显著增加(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型
组比较ꎬ运动组小鼠骨骼肌 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３￣Ⅱ、ＬＡＭＰ１
蛋白表达及 ＬＣ３￣Ⅱ / ＬＣ３￣Ⅰ 比值均显著增加 ( Ｐ <
０.０５)ꎬｐ６２ 蛋白表达则显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ具体情况
见表 ４ 及图 ２ꎮ

图 １　 各组小鼠骨骼肌组织形态学比较(ＨＥ 染色ꎬ×１００)
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表 ４　 各组小鼠骨骼肌 Ｂｅｃｌｉｎ１、ｐ６２、ＬＣ３￣Ⅱ、ＬＡＭＰ１ 蛋白表达及 ＬＣ３￣Ⅱ / ＬＣ３￣Ⅰ比值比较(ｘ－±ｓ)

组别 只数 Ｂｅｃｌｉｎ１ ｐ６２ ＬＣ３－Ⅱ ＬＣ３－Ⅱ / ＬＣ３－Ⅰ ＬＡＭＰ１

对照组 ８ １.００±０.０２ １.０１±０.０１ １.０４±０.０７ １.０３±０.０６ ０.９８±０.０２
模型组 ８ ０.６６±０.０１ａ １.７４±０.０２ａ ３.３１±０.０２ａ ４.１６±０.０２ａ ０.４５±０.０１ａ

运动组 ８ ０.８５±０.０３ｂ １.４５±０.０３ｂ ４.９９±０.０７ｂ １３.５９±０.２０ｂ ０.７１±０.０２ｂ

　 　 注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５

图 ２　 各组小鼠骨骼肌自噬相关蛋白免疫印迹电泳图对比

七、各组小鼠骨骼肌 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号通路
相关蛋白表达比较

与对照组比较ꎬ模型组小鼠骨骼肌 ｐ￣ＰＩ３Ｋ、ｐ￣Ａｋｔ
及 ｐ￣ｍＴＯＲ 蛋白表达均显著增加(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组
比较ꎬ运动组小鼠骨骼肌 ｐ￣ＰＩ３Ｋ、ｐ￣Ａｋｔ 及 ｐ￣ｍＴＯＲ 蛋
白表达均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ具体情况见表 ５ 及图 ３ꎮ

八、各组小鼠骨骼肌自噬相关蛋白与 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ /
ｍＴＯＲ 信号通路相关蛋白的相关性分析

通过相关性分析发现ꎬ各组小鼠骨骼肌 ＬＣ３￣Ⅱ /
ＬＣ３￣Ⅰ比值与 ｐ￣ｍＴＯＲ 蛋白表达具有显著负相关性
( ｒ＝ －０.８１３２ꎬＰ < ０ . ０５ ) ꎻ各组小鼠骨骼肌Ｂｅｃｌｉｎ１与

ｐ￣ＰＩ３Ｋ 及 ｐ￣Ａｋｔ 蛋白表达亦具有显著负相关性( ｒ 分
别为－０.７２３１ 和－０.６６７０ꎬ均 Ｐ<０.０５)ꎬ具体情况见图 ４ꎮ

表 ５　 各组小鼠骨骼肌 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号通路相关蛋白

表达比较(ｘ－±ｓ)

组别 只数 ｐ￣ＰＩ３Ｋ ｐ￣Ａｋｔ ｐ￣ｍＴＯＲ

对照组 ８ １.０１±０.０２ ０.９７±０.０２ ０.９８±０.０１
模型组 ８ １.２９±０.０５ａ １.２２±０.１１ａ １.２０±０.０４ａ

运动组 ８ ０.８２±０.２４ｂ ０.８３±０.０３ｂ ０.６１±０.０２ｂ

　 　 注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５

　 　 图 ３　 各组小鼠骨骼肌 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号通路相关蛋白

免疫印迹电泳图对比

讨　 　 论

本研究通过观察与人类 Ｔ２ＤＭ 自然病程较为接近
的 ＩＲ 小鼠模型ꎬ发现模型组小鼠经高脂膳食喂养
１２ 周后其病情发展为典型的 ＩＲꎬ同时伴有骨骼肌细胞
数量减少、横纹肌破坏、肌纤维结构排列紊乱等异常改
变ꎮ 经 １２ 周中等强度跑台运动干预后ꎬ发现运动组
小鼠骨骼肌纤维结构的紊乱程度明显减轻ꎬ空腹血糖、

图 ４　 各组小鼠骨骼肌自噬相关蛋白与 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号通路相关蛋白的相关性分析
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血清 ＴＧ 及 ＴＣ 水平也明显下降ꎬ其作用机制可能与自
噬激活及 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号通路被抑制有关ꎮ

自噬作为一种重要的机体代谢保护机制ꎬ在真核
细胞中高度保守ꎬ对于运动适应至关重要[２１]ꎮ 当机体
处于运动[２２]或缺乏营养[２３]时ꎬ自噬通量(衡量自噬降
解活性的一种标准[２４])增加能提供供能底物及满足细
胞代谢的更新需求ꎮ 骨骼肌是机体中基础自噬通量最
高、增加自噬通量能力最强的组织之一[２３]ꎬ而自噬通
量功能依赖于细胞自噬体[２５]ꎮ ＬＣ３￣Ⅱ / ＬＣ３￣Ⅰ比值是
间接反映自噬体形成的关键生化标志物[２６]ꎮ 本研究
结果显示ꎬ与对照组比较ꎬ模型组小鼠骨骼肌 ＬＣ３￣Ⅱ
蛋白表达及 ＬＣ３￣Ⅱ / ＬＣ３￣Ⅰ比值均显著增加ꎬ而 １２ 周
跑台运动干预能更显著增加小鼠骨骼肌 ＬＣ３￣Ⅱ蛋白
表达及 ＬＣ３￣Ⅱ / ＬＣ３￣Ⅰ比值ꎬ提示高脂膳食能在一定
程度上增加自噬体含量ꎬ而有氧跑台运动干预对上述
指标的增加作用更显著ꎮ Ｃｈｅｎｇ 等[２７] 也报道了游泳
训练可增加高脂膳食小鼠骨骼肌 ＬＣ３￣Ⅱ / ＬＣ３￣Ｉ 比值ꎮ
但同时也有研究发现不同结果ꎬ如 Ｆｒｉｔｚｅｎ 等[２８] 等发
现持续 ７０ ｍｉｎ 的单腿膝关节伸展运动能显著降低健
康成年男性骨骼肌 ＬＣ３￣Ⅱ蛋白表达及 ＬＣ３￣Ⅱ / ＬＣ３￣Ｉ
比值ꎻ另外他们还发现急性跑台运动干预对小鼠骨骼
肌 ＬＣ３￣Ⅱ蛋白表达及 ＬＣ３￣Ⅱ / ＬＣ３￣Ⅰ比值无显著影
响ꎮ 为了确定上述指标变化是否由于肌肉运动不足所
致ꎬ他们采用电刺激反复促使肌肉收缩ꎬ结果仍未发现
小鼠腓肠肌 ＬＣ３Ⅱ̄蛋白表达及 ＬＣ３Ⅱ̄/ ＬＣ３￣Ｉ 比值发生变
化[２９]ꎮ 造成上述研究结果不一致的原因可能与运动强
度、运动持续时间、运动后取材时间及实验对象不同等
因素有关ꎮ 同时也提示 ＬＣ３Ⅱ̄蛋白表达及 ＬＣ３Ⅱ̄/ ＬＣ３￣Ｉ
比值不能作为反映骨骼肌自噬变化的唯一指标ꎬ因此本
研究观察指标增加了代表自噬活性特定分子标记物的
相关蛋白ꎬ如 Ｂｅｃｌｉｎ１ 和 ｐ６２[２１]蛋白表达等ꎬ以便于进一
步监测运动诱发的自噬活性改变[２９]ꎮ

Ｂｅｃｌｉｎ１ 是一种自噬启动因子ꎬ参与自噬前体形
成ꎬ是自噬关键调控蛋白之一[３０]ꎮ 而 ｐ６２ 作为自噬受
体蛋白ꎬ在自噬体形成过程中将 ＬＣ３ 与聚泛素化蛋白
连接起来ꎬ并被选择性包裹进入自噬溶酶体内ꎬ继而被
蛋白水解酶降解ꎬ因此 ｐ６２ 蛋白表达量与自噬活性具
有负相关性[３１]ꎮ 另外ꎬ本研究还观察了溶酶体标志物
ＬＡＭＰ１ 蛋白表达的变化ꎬ其含量水平可反映自噬溶酶
体形成及自噬流情况[３２￣３３]ꎮ 本研究结果显示ꎬ与对照
组比较ꎬ模型组小鼠骨骼肌 Ｂｅｃｌｉｎ１ 及 ＬＡＭＰ１ 蛋白表
达均显著降低ꎬｐ６２ 蛋白表达明显增加ꎬ提示长期高脂
膳食诱导的 ＩＲ 小鼠其骨骼肌自噬启动功能、降解活性
下降ꎬ溶酶体活性及自噬溶酶体形成功能均减弱ꎻ而跑
台运动干预能显著增加 ＩＲ 小鼠骨骼肌 Ｂｅｃｌｉｎ１ 及
ＬＡＭＰ１ 蛋白表达ꎬ显著降低 ｐ６２ 蛋白表达ꎬ提示跑台

运动干预可减弱高脂膳食对自噬启动过程、自噬溶酶
体降解过程的抑制作用ꎬ有效提高机体自噬活性ꎮ

由于自噬过程受多种信号通路调控ꎬ其中 ＰＩ３Ｋ /
Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 通路是最经典的信号通路之一[３４]ꎬ该通路

中的 ＰＩ３Ｋ 能激活丝氨酸 /苏氨酸激酶 Ａｋｔꎬ通过一系
列调 控 使 ｍＴＯＲ 发 生 磷 酸 化ꎬ 进 而 抑 制 自 噬 活

性[３４￣３５]ꎮ 当机体营养供应充足时ꎬＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路

能导致 ｍＴＯＲ 活化ꎬ形成的 ｍＴＯＲ 复合体能促进 Ｕｎｃ￣
５１ 样激酶 １(ＵＮＣ￣５１￣ｌｉｋｅ ｋｉｎａｓｅ １ꎬＵＬＫ１)及自噬相关
蛋白 １３( ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １３ꎬＡＴＧ１３)磷酸

化ꎬ阻止 ＵＬＫ１ 活化及自噬小体形成ꎬ进而抑制自噬功
能ꎻ当机体营养供应缺乏时ꎬ腺苷酸活化蛋白激酶
(ＡＭＰ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬ ＡＭＰＫ )通路被激活ꎬ
能抑制 ｍＴＯＲＣ１ꎬ解除对 ＵＬＫ１ 的抑制作用ꎬ促进
ＵＬＫ１ 磷酸化 ＡＴＧ１３ 和 ＦＩＰ２００(ＦＡＫ￣ｆａｍｉｌｙ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ２００ ｋＤａ)ꎬ加速自噬小体形成并诱导自噬功

能增强[３６]ꎮ 本研究结果显示ꎬ跑台运动干预能抑制

ＩＲ 小鼠 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 及 ｍＴＯＲ 蛋白磷酸化ꎬ同时还发现
跑台运动干预能促进 ＩＲ 小鼠骨骼肌自噬相关基因
ＬＣ３￣Ⅱ、ＬＣ３￣Ⅱ / ＬＣ３￣Ⅰ及 Ｂｅｃｌｉｎ１ 表达增强ꎬ降低 ｐ６２
蛋白含量ꎬ提示高脂膳食诱导的 ＩＲ 可激活 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ /
ｍＴＯＲ 信号通路ꎬ抑制自噬ꎬ而跑台运动干预能抑制
ＩＲ 小鼠骨骼肌 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号通路ꎬ激活自噬

功能ꎮ 此外ꎬ本研究还发现 ＩＲ 小鼠骨骼肌 ＬＣ３￣Ⅱ /
ＬＣ３￣Ｉ 比值与 ｐ￣ｍＴＯＲ 蛋白表达具有负相关性ꎬＢｅｃｌｉｎ１
与 ｐ￣ＡＫＴ 及 ｐ￣ＰＩ３Ｋ 蛋白表达亦具有负相关性ꎬ提示

骨骼肌自噬关键因子与 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号通路密
切相关ꎮ 因此ꎬ本研究推测运动干预抑制 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ /
ｍＴＯＲ 信号通路可能是 ＩＲ 小鼠骨骼肌自噬活性增强

的重要原因ꎬ也是跑台运动干预改善 ＩＲ 小鼠糖脂代谢
紊乱的重要机制之一ꎮ

综上所述ꎬ长期跑台运动干预能明显增加 ＩＲ 小鼠
骨骼肌自噬相关基因 ＬＣ３￣Ⅱ、Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白表达及

ＬＣ３￣Ⅱ / ＬＣ３￣Ⅰ比值ꎬ显著减轻 ｐ６２ 堆积及骨骼肌组织
病理损伤ꎬ对高脂膳食诱导的小鼠 ＩＲ 具有改善作用ꎬ
其分子机制可能与抑制骨骼肌 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号

通路有关ꎮ 然而ꎬ由于高脂膳食诱导 ＩＲ 发病的机制极
其复杂ꎬ本研究只是初步探讨了跑台运动干预对高脂
膳食诱导 ＩＲ 的影响机制ꎬ可能还存在其他重要的信号

通路ꎬ有待后续研究进一步深入研究ꎮ
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